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Patentansprflche Beschreibung 

1 Verwendung von t-PA zur HersteUung eines Die Erfindung betrifft einen neuen Gewebeplasmino- 
Arzneimitteis zum Inhibieren von Schaden bei ge- gen-Aktivator, dessen Kombination mil Superoxiddes- 
nSSS^n^tad der Reperfusion bei 5 mutase, phannazeutische Formulierungen davon und 
Jnem S toeS Verwendung in der Human- undVetennarmedizm. 

2 Vewendung von t-PA und SOD zur Herstellung Es besteht ein dynamisches Gteichgewicht zw^hen 
ein^TrznSS zum Inhibieren von Schaden dem Enzym, das in der Lage ist, Blutgermnsel zu bilde* 

* f ?£52? ben wahrend der Reperfu ' - ^^^fXT^^cL 

emel^SSS zuV Entfernung eines Blutg* recht erhalt Um den Blutverlust bei Verleteungen zu 
Se^d Sm'famSeren des Sdtadens bei ge- inhibierei, , werden 1*4"-* nv den vertemen G* 

Tve^endSng gemass einem der vorhergehenden durch die Wirkung des fibrinotytischen Systems aufee- 
S^SdasGewebeMyocardiaigewebe S~ch^ 

fverwendune eemass einem der vorhergehenden fissen eine teilweise oder sogar vollige Unterbmdung 

rvemendung gemass einem der Ansprflche 1 bis ein Herzinfarkt, erne Lungenembolie ^J***^ 
t S t & in der zwefcettigen Form vor- gO£5*£ 2HS^£^ 

m Xf flS CinSsaurese- ches durch das proteolytische Enzym Plasmin wieder 

S SEXt wobei jedfch die Aminosfiure in aufgelost werden kann. Dieses Enzym leitet sich von 

R ^sSune von der Serin-N-Endgruppe Valin dem inaktiveh Proenzym Plasminogen, einer Kompo- 
^^^SS^S^A^SerS^ 30 nente des Blutplasmas durch die Wrkung emesJ»lasmi- 

^LZ^SZ£Sr^che Poly- nogenaktivators ab. Es gibt zwei i™m^olog«ch^ 

SU^^P-- von Gly-Ala- ^^^^^^ 

8 Verwendung gemass Anspruch 2 oder 3, wobei bekannt ist. ist ein von den Nieren Vto^rtmEx^m 

7l S Kombination von t-PA und SOD fur die 40 chen Gewebehomogenaten (vor alien Dingen humanem 

bei ge- Uterus), den vaskularen Zellwanden und « «Q> 

S3C?3L!5>rwlIir«5 der Reperfusion bei Zellkulturen isoliert werdea Zusatzhch adnata- 

^8,.^r den Arten von Plasminogenaktivatoren gibt es auch em 

Sne Sbination von t-PA und SOD fur die bakterielles Produkt .Streptokinase^ ^wj^jta^ 

Verwendung zur Entfernung eines Blutgerinnsels 45 schen Streptococci hergestellt wird. Ein Hauptnachteil 

unSSSLTvon Schaden bei gefahrdeten Ge- bei sowohl Urokinase und Stte b^ta 

^^^^^^ m ^^a^^jsssiK 

14Ene Kombination gemass einem der AnsprQ- die Blutgerinnungsfalugkeit verniindern und das Risiko 
che 9 bis 12 Tworin die t-PA in der zweikettlgen einer Blutung erhShen. Im Gegensatz hierzu htagt die 
Pnrm vnrlieot biologische Aktivitat von t-PA von dem Vorhandensein 

ISKne Kombination gemass Anspruch 13 und 14. von Fibrin, an we ^ nes es ^ph b j n '|et •^rf^hB^hnur' an 
worindiet-PAdieinFig. 1 angegebeneAminosau- 55 wird, ab. Die majomale Aktivitat wird deshalb nur an 
res^ueiaufweistodefdiegleicheAminosaurese^ den Stellen eines Blut 8 e ^ e ^»^ lf ti" ^ 
auenk wobei jedoch die Aminosaure in der 245. genwart von Fibrin wird das Netzwerk aufgelast und 
sXngTon derW-N-Endgruppe Valin ansteUe dadurch wird in erhebUchem Masse das Risrfco einer 
von Methionin ist und wobei jede der Sequenzen Blutung vermieden. • „„. r^ra™ 

EewflSeS eine zusatdiche Polypeptid- 60 Die Unterbrechung des Blutstroms in einem GeWss 
KEo.SraSu^ fuhrt im allgemeinen zum Beginn emer Ischamie. Bei 

H nekrotisch und dieser Zustand kann ( wenn er einmal 
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eingetreten ist, nicht wieder beh ben werden. Es ist des- 
halb wichtig, dass eine Reperfusion, d. h. eine Wieder- 
herstellung des Blutstroms, so schnell wie moglich statt- 
findet, um das Gewebe zu retten, bevor es permanent 
geschldigt wird Ironischerweise ergibt die Reperfusion 
selbst, selbst wenn man sie durchftihrt, bevor das Gewe- 
be nekrotisch wird, einen Komplex von Ph&nomenen, 
einschliesslich der putativen Bildung eines Superoxidra- 
dikals, welches einen verheerenden Einfluss auf hypoxi- 
sches Gewebe hat. Infolgedessen kann eine Reperfusion 
immer nur partiell zu einer Wiederherstellung des ge- 
fahrdeten Gewebes fOhren, wobei der Rest permanent 
durch das Auftreten von einem oder mehreren dieser 
PhSnomene geschldigt bleibt 

Es wurde nun gefunden, dass t-PA den Schaden bei 
gefahrdetem Gewebe wahrend einer Reperfusion inhi- 
biert, indem es gegen eines oder mehrere der vorer- 
wahnten PhSnomene schfitzt Der Mechanismus der 
Wirkung von t-PA und der Enrielung dieses Schutzes ist 
bisher noch nicht aufgeklart worden, ist jedoch unab- 
hSngig von seiner Wirkung als thrombolytisches MitteL 
Diese neuentdeckte Eigenschaft ermdglicht somit, dass 
t-PA oder eine pharmazeutische Formulierung davon 
als ein Inhibitor gegenOber dem Schaden von gefahrde- 
tem Gewebe unter den vorgenannten Umstanden ver- 
wendet wird. Die Erfindung betrifft somit 

(a) ein Verfahren zum Inhibieren des Schadens bei 
gefahrdetem Gewebe wahrend der Reperfusion bei 
einem Sauger und besteht darin, dass man dem 
Sauger eine wirksame Menge von t-PA verab- 
reicht; 

(b) die Verwendung von t-PA zum Inhibieren des 
Schadens von gefahrdetem Gewebe wahrend der 
Reperfusion bei einem Sauger; 

(c) die Verwendung von t-PA zur Herstellung eines 
Arzneimittels zum Inhibieren des Schadens bei ge- 
fahrdetem Gewebe wahrend der Reperfusion bei 
einem Sauger; oder 

(d) eine pharmazeutische Formulierung zur Ver- 
wendung, um Schaden bei gefahrdetem Gewebe 
wahrend der Reperfusion bei einem Sauger zu inhi- 
bieren, wobei diese Formulierung t-PA und einen 
pharmazeutisch annehmbaren Trager umfasst 

Obwohl die vorliegende Erfindung angewendet wer- 
den kann, um jegliches gefahrdete Gewebe zu schtitzen, 
ist es ganz besonders geeignet, um Schaden bei gefahr- 
detem Myocardgewebe zu inhibieren. 

Das bei der vorliegenden Erfindung zu verwendende 
t-PA kann irgendein bioaktives Protein, das im wesentli- 
chen dem Saugetier- und insbesondere Human-t-PA 
entspricht, sein und schliesst Formen mit und ohne Gly- 
cosilation ein. Es kann ein- oder zweikettiges t-PA sein 
oder eine Mischung davon, wie dies in EP-A-1 12 122 
beschrieben wird, und im Falle von vollstandig glycosi- 
liertem Human-t-PA hat es ein scheinbares Molekular- 
gewicht auf Polyacrylamidgel von etwa 70.000 und einen 
isoelektrischen Punkt zwischen 75 und 8,0. Vorzugswei- 
se hat das t-PA eine spezifische Aktivitat von etwa 
500.000 IU/mg (Internationale Einheit/mg, wobei- eine 
Internationale Einheit die von der WHO, National Insti- 
tute of Biological Standards and Control, Holly Hill, 
Hampstead, London, NW3 6RB, U. dcfinierte Aktivi- 
tatseinheit ist). 

Aminosauresequenz v n t-PA entspricht vorzugswei- 
se im wesentlichen der in Fig. 1 gezeigten. Diese Se- 
quenz ist somit identisch mit der von Fig. 1 oder enthalt 
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eine oder mehrere Aminosaureweglassungen, Substitu- 
tional, Einschiebungen, Inversionen oder Zugaben alle- 
lischen Ursprungs, wobei ansonsten die erhaltene Se- 
quenz zu wenigstens 80% und vorzugsweise 90% ho- 
5 mol g mit der in Fig. 1 gezeigten Sequenz ist und im 
wesentlichen die gleichen bi logischen und immunol - 
gischen Eigenschaften des Proteins beibehalt Insbeson- 
dere ist die Sequenz identisch mit der von Fig. 1 oder 
hat die gleiche Sequenz, wobei jedoch die Aminosaure 
io in der 245. Steliung von der Serin-N-Endgruppe Valin 
anstelle von Methionin ist und wobei jede dieser Se- 
quenzen gewunschtenfalls eine zusatzliche Polypeptid- 
N-Endgruppen-Prasequenz von Gly-Ala-Arg aufweist 
Die in Fig. 1 gezeigte Aminosauresequenz hat fflnf- 
15 unddreissig Cysteinreste und ist somit in der Lage, sieb- 
zehn Disulfidbrflcken auszubilden. Basierend auf einer 
Analogie mit anderen Proteinen, deren Struktur in 
grdsserem Detail bestimmt wurde, wird die postulierte 
Struktur fttr die Sequenz (die sich aus der Disulfid^BrOk- 
20 kenbildung ergibt) zwischen der Aminosaure in der 
90. Steliung und der Prolin-C-Endgruppe in Fig. 2 ge- 
zeigt Die Struktur der N-Endgruppenregion ist weniger 
sicher, obwohl hier einige Vorschiage gemacht worden 
sind (Progress in Fibrinolysis, 1983, 6, 269-273; und 
25 Proc. Nad Acad ScL, 1984, 81, 5355-5359). Das wich- 
tigste Merkmal der Struktur der t-PA sind die beiden 
"KringIe w -Regionen (zwischen der 9Z und 173, Amino- 
saure und zwischen der 180. und 261. Aminosaure), die 
fQr die Bindung des Proteins an Fibrin verantwortlich 
30 sind, und die Serinprotease-Region, welche den Haupt- 
teil der B-Kette ausmacht und die fQr die Aktivierung 
von Plaminogen verantwortlich ist Die Aminosaure von 
besonderer Bedeutung bei Serinprotease, ist die kataly- 
tische Triade, His/Asp/Ser. In t-PA erscheinen diese in 
35 den Stellungen322, 371 und 463. Die Disulfid-Brtlcken 
zwischen den 264. und 395. Cysteinaminosaureresten ist 
ebenfalls wichtig, weil sie die A- und die B-Ketten in der 
zweikettigen Form von t-PA zusammenhalt 
In Fig. 1 und 2 wurden die ublichen, drei Buchstaben 
40 enthaltenden Codierungen fur die Aminosaurereste in 
folgender Weise angewendet: 
Asp D Asparaginsaure 
Thr T TTireonin 
Ser S Serin 
45 Glu E Glutaminsaure 
Pro P Prolin 
Gly G Glycin 
Ala A Alanin 
Cys C Cystein 
50 Val V Valin 
He I Isoleucin 
Leu L Leucin 
Tyr Y Tyrosin 
Phe F Phenylalanin 
55 His H Hisudin 
Arg R Arginin 
Lys K Lysin 
Trp W Tryptophan 
Gin Q Glutamin 
go Met M Methionin 
Asn N Asparagin 

Die t-PA kann nach irgendeinem Verfahren, das aus 
dem Stand der Technik bekannt ist, hergestellt werden. 
Beispielsweise kann man sie aus normalen oder neopla- 
65 stischen Zellinien der in Biochimica et Biophysica Acta, 
1979, 580, 140-153, EP-A-41 766 oder EP-A-1 13 319 
beschriebenen Art gewinnen. Vorzugsweise wird die 
t-PA jedoch aus kultivierten, transformierten und trans- 
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fektierten Zellinien unter Verwendung der Rekombi- Die Kupfer/Zink-F ^^^M^^SfS J£ 

DNA-Technologie, wie es beispielsweise in EP-A sprungs und hat ein Molekularg w.ch t von «w 3ZG00 

S«9 EP-A A 17 059/EP-A-l 17 060, EP-A-1 73 552, und ist ein Dimeres mrt einem Kupferkation und euiem 

EP-A-1 74 835 EP-A-1 78 105, WO 86/01 538, WO Zinkkation pro Untereinheit Das Kupferkati n istan 

wi?£w^Wta*htaii*4«W- 5 vierHistidinresteperUn^^^ 

tea Es wkd besonders bevorzugt, dass Ovari n von und das Zinkkation ist zwischen ftstidin und Asparagin- 

§unes«sdSS sSure als Ligand gebunden. Es gibt auch erne Kupfer/ 

Sa veSeSen und dass man sie in der in Mo- Zink-Form von SOD-eukaryot*chen V^^"** 

lecular and CeUular Biology, 1985, 5(7), 1750-1759, be- nem Molekulargewicht von etwa 130.000, welches aus 

Srifbenen ^ete geS A^rf dSsS Weise wird der ,o vier Untereinheiten besteht Die Molek^gewichte 

f Snte Gen fcoSektiert mit dem Gen, welcher der verschiedenen Formen von SOD warden be» 

DiKfoSeduktase (dhfr) in dhfr-CHO-Zellen co- unter Verwendung von Sedimentationsgleichgewicht, 

SeTTraSrnMnzTen Sred«nd dhfr werden von Molekularsieben und unter Verwendung von Polyacryl- 

einem SZoTetSside ausgewahlt und wer- amidgelen. Die isoelektrischen Punkte der verschiede- 

S^Ser iKonzenfrationen von Methotrexat is nenFomenvonSODUegenimBere,chvon4b« 6£ui 

ausseS Dte dhfr- Td tS-Gene werden auf diese Abhangigkeit vondemGradder R S«"at.onun^er De- 

SSerslLrundmhren zu stabilen Zellinien, die samidierung. Vorzugsweise betragt die spezifische Akti- 

S£gS*S vitatderKupfer/Zink-FormvonS^ 

"Dle^rwW^gswdsenacheinemderausdem menschlicher jUrsprungs ™g»^™g 

Stand der Technik bekannten Memoden gerehiigt, z. B. 20 Aktivit^einheit, die in J. Biol. Chem, 1969. 244, 

nach der Methode, wie sie beschrieben wird in Biochi- 6049-6055 definiert wird). „..„.. Porm vo _ 

- Td- T^. a ^o iq70 >mo 140—153- T Biol. Die Aminosauresequenz der Kupfer/Zink-Fonn von 

™1 S% S SsSs Vd^sf w'S SOD von Rindern oder menschlichen Ursprungs ent- 

Chern, 1979, 254(6^ 1998-2003, ibio, . . vorzugswe i se im wesentiichen der in J.BioL 

3f£Sp% \J^SRmJS^ * Set jBTSm 7326 bis 7338 bescnriebenen. im 

^M^^SS^mmt entweder Falle dass sie ^dsta«d der m Buchemi- 

allein oder in Kombination mit einem anderen thera- ^1980, 19,2310 to 2^ 

S^pSSuSse (SODX einem Enzym, das bekannt- schiebungen, ^f™ 0 ™ ^ 

UdiSuperoxidradikale, also eines der Phinomene, wel- Ursprungs, "^SftifSSSS 

ches Gewebeschaden verursacht, einfangt und zerstert sonsten ausreichend homolog nut der yerottenwcnien 

tSSETw^^ dif Kombination 35 Sequenz ist und im wesentlfchen die S^hea^&- 

™7pA^ schen und immunologischen f^^^^ 

Telu to Vergleich zu der Verwendung von t-PA oder J&**°*™*^^ 

SOD per se er^ibt Infolgedessen stellt die vorliegende SOp,die vom Rind abst«en<WU tdreiCy steiireste 

aucfeine Kombination von t-PA und SOD ft SSuSt SSt 

^DieKombtaation von t-PA und SOD ergibt ein be- schen Cys55- und Cys 144-Resten auf, wahrend diem- 

sonden 7%££SL Mittel sowohl fQr die Entfernung terkettige Disuffid-BrOcke zwischen den Cys 6-Resten 

C^^^^eYer^mEylx-m « SOD : menschlicher ^S^^^SS 

und SOD erstmalig die Entfernung von Blutgerinnseln pro Untere>nheit (Biochemistry, 1980, 19 23W 2316 

durch die bekanntethrombolytischeWirkung von t-PA und FEBS ^^J2»*^^ ^gSSE 

und dann die Inhibierung von Gewebeschaden durch Disulfid-Brucke tatt zwischen Cys 57- 1 ^ d ^ 14 6 Re 

SSnterteWirkungvont-PAundSOD. stena ^^ nd * emte S B ^:^ 

Das m Kombination mif t-PA verwendete SOD kann so falls zwischen den Cys 6-Resten auftntt Der 

irfiendein bioaktives Protein sein, das im wesentiichen Cys 111-RestbleibtfreL 

S5e? oder ^Seren Gruppen der aUgemein unter die- Das SOD kann auf irgendeine beschnebene oder aus 

^ TbeSenSSyme entsp'richt Es stammt dem Stand der Technik bekannte W«e t ^hen wer- 

vorzugsweise von einem Sanger und insbesondere von dea Beispielsweise kann man es von Erytlirocyten oder 

SSTodTMeiischenundkommtim^^ 55 aus Leber durch ein Extrakttonwerfahren der in GB- 

SekeTMe^ A-14 07 807 undGB-A-15J ^S^SStSSBi 

sifiziert wird, vor. Beispiele fttr diese Metallkationen women. Alternauv kann man SOD aus einer Kuttmer 

tad Se^ Mangan, Kujfer und vorzugsweise Kombi- teiv transformierten K ^ e ^^ A ^ote^ 

nationen von Kupfer mit anderen MetaUen, wie Zink, sich von einer rekombinanten DNAf ectao o^e ^abta- 

Cadmium, Kobalt' oder Quecksilber, wobei die Kupfer/ «o tet, und me sie beispje swe«e mder aus Jah^hen Pa- 

Zink-Kombination besonders bevorzugt wird. Sowohl tentanme dung 27 461/84, WO 85/01 50^ EP 

die Mangan- und die Kupfer/Zink-Formen von SOD A-l 38 111, EP-A-1 64 566 EP-A-1 73 280 und bF 

kommen naturUch beim Menschen vor. Die Eisen- und A-l 80 964 beschneben wird, gewonnen werden. 

EgT-F rmen v n SOD sind b ide bakterieUen Ur- Die SOD wird vorzugswe«e nach besc^benen 
^gs und haben ein Molekulargewicht von etwa 65 oder aus dem Stand der T«Jf ^S™^^" 

40.000 Tund sind Dimere. Die Mangan-Form von SOD ist gereinigt, z.B. nach dem in EP-A-1 12 299 beschriebe- 

eukarvotischen Ursprungs und hat andererseits ein Mo- nenVerfahren. 

SSgewicht von etwa 80.000 und ist ein Tetrameres. Bei der Verwendung v n t-PA oder einer Kombina- 
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tion von t-PA und SOD werden der der die aktive(n) des Veterinars. Eine wirksame Dosis liegt jedoch im 

Bestandteil(e) vorzugsweise in Form einer phannazeuti- Falle v n t-PA im allgememenim Bereich von 0,2 bis 

schen Zubereitung angewendet Im Falle der Kombina- 4 mg/kg(d. h. 100.000 bis 2.000.000 U/kj finder Annah- 

tion kann man die aktiven Bestandteile in getrennten me, dass die spezrfische Aktivitat fOr t-PA 500.000 IU/ 

Formulierungen anwenden, die dann gleichzeitig oder 5 mg betragt) und vorzugsweis bei 03 bis 2 mg/kg (d. n. 

hintereinander verabreicht werden. Werden sie hinter- 150.000 bis 1.000.000 IU/kg) Kdrpergewicht des Patien- 

einander verabreicht, dann wird es bevorzugt dass man ten pro Stunde. Dies heisst, dass bei einem 70 kg schwe- 

zuerst die t-PA-Formulierung und dann die SOD-For- ren Erwachsenen eine wirksame Menge pro Stunde 

mulierung verabreicht Auf jeden Fall sollte die Verzd- vorzugsweise bei 20 bis 140 mg (d. h. 10.000.000 bis 

gerunc bei der Verabreichung der zweiten der beiden 10 70.000.000 IU) und insbesondere 70 mg (Ah. 

Formulierungen nicht derartig sein, dass man den Vor- 35.000.000 IU) liegt Wird SOD in Kombination mit t-PA 

teil der potenzierten Wirkung der Kombination der ak- angewendet, dann betragt eine wirksame Dosis an SOD 

tiven Bestandteile in vivo zum Inhibieren von Gewebe- im allgemeinen 1.000 bis 50.000 U/kg und vorzugsweise 

schlden verliert Jedoch kann man anstelle von getrenn- 7.000 bis 20.000 U/kg Kdrpergewicht des Patienten pro 

ten Formulierungen viel einfacher beide aktiven Be- is Stunde. FOr einen 70 kg schweren Envachsenen betragt 

standteile zusammen in einer einzigen kombinierten eine wirksame Menge an SOD vorzugsweise 500.000 bis 

Formulierung anwenden. Infolgedessen stellt die vorlie- 1500.000 U. j. 

eende Erfindung eine pharmazeutische FormuUerung Die nachstehenden Beispiele bescnreiben die vorue- 

zur VerfOgung, die t-PA und SOD und pharmazeutisch gende Erfindung, ohne diese in irgendemer Weise zu 

annehmbare Triger umfasst fin Allgemeinen wird die 20 beschrinkea 

t-PA oder die Kombination von t-PA und SOD auf in- 

travaskularem Wege entweder durch Infusion oder Beispiell -Heretellungemer parenteralen 

durch Bolusinjektion verabreicht und infolgedessen ist Formuherung von t-PA 
eine parenterale Formulierung erforderlicb, Vorzugs- 

weise steUt man dem Am oder dem Veterinar eine 25 Eine parenterale Formuherung von t-PA wird im we- 

iyophUisierte Formuherung zur VerfOgung, weil diese sentlichen gemass GB-A-21 76 703 hergestelh. Die t-PA 

Vorteile beim Transport und beim Lagern ergibt Der hat einespezifische Aktivitat von etwa 300.000 IU/mg. 
Arzt oder der Veterinar kann dann die lyophilisierte 

Formulierung in geeigneter Weise mittels eines Lo- Beispiel2 - HersteUungemer parenteralen 

sungsmittelszumerfoiderUchenZeitpunktrekonstituie- 30 Formuherung von SOD 

"parenterale und lyophilisierte pharmazeutische Zu- Rinder-SOD in der Kupfer/Zmk-Form wurde von 
sammensetzungen, enthaltend t-PA, sind aus dem Stand Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA, 63178, m 
der Technik bekannt Beispiele hierfflr sind EP- Form eines Pulvers erhalten und in Form einer im we- 
A-41 766; EP-A-93 619; EP-A-1 12 122; EP-A-1 13319; 35 sentlichen neutralen physiologischen KocnsalzlSsung 
EP-A-1 23 304; EP-A-1 43 081; EP-A-1 56 169; WO geldst 
86/01 104: japanische Patentveroffentlichung . 
57-1 20 523 (Anmeldung 56-6 936) und japanische Pa- Beispiel 3 - HersteUung einer parenteralen 

tentveroffentUchung 58-65218 (Anmeldung Formulierung von t-PA und SOD 

56-1631451 Weitere bevorzugte Beispiele schliessen 40 j • 

GB-A-21 76 702 und GB-A-21 76 703 ein. Alle diese Die Formulierung der Beispiele 1 und 2 wurde mitein- 
Formulierungen sind fflr SOD und die Kombination von ander vermischt und in physiotogischer Kochsalzldsung 
t-PA und SOD geeignet unterErhalt der gewOnschten Dosis weiterverdflnnt 

Intravaskulfire Infusionen werden normalerweise 
durchgefOhrt mit parenteraler Losung, die in einem In- 45 BeispieU - Schute von gefahrdetem Gewebe mittels 
fusionsbeutel oder einer -flasehe oder innerhalb einer t-PA und t-PA und SOD 

elektrisch betriebenen Infusionsspritze enthalten sind. 

Die Losungen kdnnen aus dem Infusionsbeutel oder der W Metnoae: 

Infusionsflasche dem Patienten durch Schwerkraftzu- v j 

KSmittebeinerlnfusionspumpeverabreichtwer- so Mannliche Beagle-Hunde (19 bis 12kg) wurden m. 
den. Die Anwendung des Schwerkraftzuftthrungs-Infu- Pentobarbitalnatnum anasthetisiert, intubiert und ant 
sionssystems ermaglicht keine Kontrolle Ober die Ver- Raumluft mittels eines Harvard-Respirators ventaiert 
abreichungsrate der parenteralen Losung und infolge- Infusionskatheter und ar enelle Blutdnick-Messnistru- 
dessen ist die Anwendung einer Infusionspumpe beson- mente wurden in die hnke Jugularyene und 4e Jinke 
ders fflr solche LSsungen, die verhaltnismassig hohe 55 Carotidartene emgepflanzt Eine Thoracotomy wurde 
Konzentrationen an aktiven Bestandteilen enthalten, an dem vierten Inter<x>rtalraum dunAgefuhrt, das Herz 
bevorzugt Noch bevorzugter ist jedoch die Verwen- wurde in einer perucandalen Wiege suspendiert und die 
dung einer elektrisch betriebenen Infusionsspritze, die linke anteriore absteigende Artene (LAD) genau unter- 
eine noch gr6ssere Kontrolle bei der Verabreichungsra- halb des ersten ^^^^"T^'T^^ 
teermfiifUcht «o elektromagnetische Fhessonde wurde in die LAD einge- 

Eine wirksam Menge an t-PA und einer Kombina- fflgt Eine 90-minOtige Unterbrechung^ der ^LAD wurde 
ti n von t-PA und SOD zum Inhibieren des Schadens verursacht indem man einen 1/0 Silberfaden distal zu 
bei gefahrdeten Geweben wihrend der Reperfusion der Fliessonde zu einer Schhnge ausbUdete. Die Be- 
hangt selbstverstandlich von einer Reihe von Faktoren hand ung wurde mtravento 15 Minute « vor de r Re «a- 
ab^ispielsweisedemAlterunddemGewichtdesSau- 65 be dieser Schlingek klus.on uutuert ^d 45 Mmuten 
gers. dem genauen Zustand, der einer Behandlung be- nachderFreigabe fortgesetetI>ieThoracoto^ 
darf und dessen Schwere, der Verabreichungsroute, und geschl ssen und die Tiere hess man sich von dem chuw- 
unterUegt letztlich der Entscheidung des Arztes oder gischen Eingriff erholen. Die Here wurden 24 Stunden 
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nach der Oklusion reanSsthetisiert und der FIuss in der 
LAD wurde nochmals gemessen. Dann wurde das Herz 
fQr eine P stmortemquantifizierung der Infarktgrdsse 
entfernt 

Vier Gruppen von Hunden wurden untersucht Grup- 
pe 1 bestand aus einer Kontrolle, bei der gesattigte 
Kochsalzldsung verwendet wurde. Gruppe2 erhielt 
2fi mg/kg (750.000 IU/kg) t-PA, Gruppe3 erhielt 
16300 U/kg Rinder-SQD und Gruppe 4 erhielt sowohl 
2,5 mg/kg (750.000 IU/kg) t-PA und 16500 U/kg Rin- 
der-SOD, Die verwendeten Formulieningen waren die 
derBeispiele Ibis 3. 

Die myokardialen Infarktstellen wurden durch eine 
ex vivoduale Reperfusionstechnik quantifiziert In die 
LAD wurden unmittelbar distal zu der Einschnflrungs- n 
stelle und in die Aorta oberhalb der Koronarostia Kanfl- 
len eingesetzt Das LAD-Koronarbett wurde mit 1,5% 
Triphenyltetrazoliumhydrochlorid (TTC) in 0,02 M Kali- 
umphosphatpuff er (pH-Wert 7,4) perf undiert Die Aorta 
wurde retrograd mit 0,5% Evans Blue-Farbstoff perfun- 20 
diert Beide Regionen wurden mit den jeweiligen Farbe- 
mitteln bei einem konstanten Druck von lOOmmHg 
wShrend 5 Minuten perfundiert Das Herz wurde in 
8mm^Scheiben senkrecht zur Apex-Basenachse ge- 
schnittea Die Fiache der linken Ventrikel, die einem 25 
Infarktrisiko unterlagen aufgrund der anatomischen 
Abhangigkeit der LAD ftir den Blutfluss, wird durch den 
Mangel an Evans Blue in dieser Region identifiziert Die 
Region des infarktierten Myocards innerhalb der Risi- 
koflache wurde durch den Mangel an Farbung in dem 
Gewebe, wenn eine Perfusion mit TTC erfolgte, auf- 
grund des Verliistes an Dehydrogenaseenzym ersicht- 
fich. 

Die transversalen Ventrikularschnitte wurden sorg- 
faitig auf klare Acryltrager (lberfOhrt, um einen perma- 
nenten Rekord der Inf arktmorphologie zu erhalten und 
eine planimetrische Bestatigung der Infarktgrdsse zu 
ermoglichen. Ventrikularschnitte wurden dann von dem 
rechten Ventrikualarmuskel, Valvular und dem Fettge- 
webe vorgenommen. Die gesamte linke Ventrikelflache, 40 
bei welcher das Infarktrisiko vorlag, wurde durch sorg- 
faitiges Herausschneiden abgetrennt und gewogea Die 
Infarktflache wurde als Prozentsatz der anatomischen 
Fiache, die dem Risiko unterlag, ausgedrQckt Statisti- 
sche Vergleiche der mit dem Arzneimittel behandelten v> 
Gruppe und der Kontrollgruppe wurden unter Anwen- 
dung der Einweg-Varianzanalyse (Anova) unter Ver- 
wendung der Bonferroni'schen Methode for einen 
Mehrfachvergleich durchgefflhrt (Qrculation Research, 
1980, 47, l-9> Ein p-Wert von weniger als 0,05 wurde 50 
als Kriterium fttr Signif ikanz angesehen. 



Das Verhaltnis der linken ischamisch durch mechani- 
sche AbschnQrung gemachten Ventrikel der LAD war 
nicht wesentlich verschieden zwischen irgendeiner der 
behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe, gemes- 
sen durch Anova. 

(c) Folgerungen: 

Die Verweridung von t-PA inhibiert signifikant die 
Gr6sse des myokardialen Infarktes und dies zeigt des- 
sen Fahigkeit, das wahrend der Reperfusion gefahrdete 
Gewebe zu schfltzen, an. Darttber hinaus ergibt die 
kombinierte Anwendung von t-PA und SOD eine syner- 
gistische Inhibierungswirkung in dieser Beziehung, wo- 
bei man durch die {Combination ein Inhibierungsniveau 
erzielt, das grGsser ist als das einzeln von jeweils t-PA 
oder SOD selbst erzielt wird 
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(b) Ergebnisse: 
Tabelle 
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Gruppe 



Anzahl 
der 

Hunde 



Fiache des 

lnfarkt- 

risikos 



% Ventrikel,* 
bei dem das 
Risiko vorlag 



1 Kochsalz- 
losung 

2 t-PA 

3 SOD 

4 t-PA + SOD 



36,0 ± 8,9 373 ±7,6 



J4,3±lt,7 
13,0 ± 4,6 
2,3 ± 1,3 



35,7 ±5,4 
30,6 ±2,6 
37,2 ±9,1 
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* Daten wurden ausgedrUckt als Mittel ± Standardirrtum 
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SerTyr Gin Val He Cys Arg Asp Glu Lys Thr Gin Met He Tyr Gin Gin His Gin Ser 

/rp Leu Arg Pro Val Leu Arg Ser Asn Arg Val Glu Tyr Cys Trp Cys Asn Ser Gly 

Arg Ala Gin Cys His Ser Val Pro Val Lys Ser Cys Ser Glu Pro Arg Cys Phe Asn 

* 50 
Gly Gly Thr Cys Gin Gin Ala Leu Tyr Phe Ser Asp Phe Val Cys Gin Cys Pro Glu 

Gly Phe Ala Gly Lys Cys Cys Glu He Asp Thr Arg Ala Thr Cys Tyr Glu Asp Gin 

Gly He Ser Tyr Arg Gly Thr Trp Ser Thr Ala Glu Ser Gly Ala Glu Cys Thr Asn Trp 

Asn Ser Se/ISa Leu Ala Gin Lys Pro Tyr Ser Gly Arg Arg Pro Asp Ala He Arg 

Leu Gly Leu Gly Asn His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Asp Ser Lys Pro Trp 

Cys Tyr Val Phe Lys Ala Gly Lys Tyr Ser Ser Glu Phe Cys Ser Thr Pro Ala Cys 

Ser Glu Gly Asn Ser Asp Cys Tyr Phe Gly Asn Gly Ser Ala Tyr Arg Gly Thr His 

Ser Leu Thr Glu Ser Gly Ala Ser Cys Leu Pro Trp Asn Ser Met He Leu ile Gly Lys 

200 

Val Tyr Thr Ala Gin Asn Pro Ser Ala Gin Ala Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr 

Cys Arg Asn Pro Asp Gly Asp Ala Lys Pro Trp Cys His Met Leu Lys Asn Arg Arg 

Leu Thr Trp Glu Tyr Cys Asp Val Pro Ser Cys Ser Thr Cys Gly Leu Arg Gin Tyr 

Ser Gin Pro Gin Phe Arg lie Lys Gly Gly Leu Phe Ala Asp He Ala Ser His Pro Trp 

Gin Ala Ala He Phe Ala Lys His Arg Arg Ser Pro Gly Glu Arg Phe Leu Cys Gly -. 

300 

Gly He Leu He Ser Ser Cys Trp lie Leu Ser Ala Ala His Cys Phe Gin Glu Arg Phe 

Pro Pro His His Leu Thr Val He Leu Gly Arg Thr Tyr Arg Val Val Pro Gly Glu Glu 

Glu Gin Lys Phe Glu Val Glu Lys Tyr He Val His Lys Glu Phe Asp Asp Asp Thr 
350 

Tyr Asp Asn Asp He Ala Leu Leu Gin Leu Lys Ser Asp Ser Ser Arg Cys Ala Gin 

Glu Ser Ser Val Val Arg Thr Val Cys Leu Pro Pro Ala Asp Leu Gin Leu Pro Asp 

400 

Trp Thr Glu Cys Glu Leu Ser Gly Tyr Gly Lys His Glu Ala Leu Ser Pro Phe Tyr 

Ser Glu Arg Leu Lys Glu Ala His Val Arg Leu Tyr Pro Ser Ser Arg Cys Thr Ser 

Gin His Leu Leu Asn Arg Thr Val Thr Asp Asn Met Leu Cys Ala Gly Asp Thr Arg 

450 

Ser Gly Gly Pro Gin Ala Asn Leu His Asp Ala Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro 
Leu Val Cys Leu Asn Asp Gly Arg Met Thr Leu Val Gly Ile Ile Ser Trp Gly Leu 
Gly Cys Gly Gin Lys Asp Val Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Thr Asn Tyr Leu Asp 
trp Ue Arg Asp Asn Met Arg Pro 

527 708 847/578 




*Spaltungsstelle bei einer einkettigen t-PA unter Erhalt einer 
zweikettigen t-PA, in welcher die A-Kette die beiden "Kringle"- 
Regionen und die B-Kette die Serinprotease-Region enthalt. 



ORIGINAL INSPECTED 



